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研究成果の概要（和文）：真核微生物の中には、嫌気・微好気環境への適応の結果、酸素呼吸能をもつ典型的な
ミトコンドリアを2次的に失い、縮退型のミトコンドリア（Mitochondrion Related Organelles, MROs）を保持
するに至った生物が存在し、それらは真核生物の系統樹上に散在している。しかし、その多様性の実態について
は未解明な点が多い。本研究では、国内外の嫌気・微好気水圏環境のサンプルから嫌気的培養によって単離した
さまざまな培養株に関して、その微細構造や系統的位置の解析を行うとともに、トランスクリプトームデータに
基づくMRO機能の推定などを行い、そのような生物の多様性の一端を明らかにした。
研究成果の概要（英文）：Various eukaryotic organisms that lack canonical mitochondria with oxygen 
respiration but instead possess mitochondrion related organelles (MROs) are present in 
anaerobic/microaerophilic environments. MROs are considered to be reduced mitochondria resulted from
 an adaptation to such environments. However, very little is known about diversity and evolution of 
these organisms and their MROs. In this study in order to further understand the diversity of 
MRO-containing organisms, we isolate various novel eukaryotic microorganisms from 
anaerobic/microaerophilic environments in Palau, Malaysia, and Japan and characterized these 
organisms by morphological, molecular phylogenetic, and comparative transcriptome analyses.    
研究分野：分子進化学
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１．研究開始当初の背景 
 嫌気的環境（以下、偏性（絶対）嫌気だけ
ではなく微好気（通性嫌気）をも含めて‘嫌
気’と記す）に適応した生物では、ミトコン
ドリア (mt) が機能的縮退を遂げヒドロゲノ
ソームやマイトソームなどの mt 関連オルガ
ネラへと変化した。ヒドロゲノソームやマイ
トソームをもつ生物は、真核生物系統樹上の
複数の独立な系統に分布している。すなわち
mt の機能的縮退は、真核生物進化上で独立
に何回も起きていることを示す。機能縮退
mt は、菌類、繊毛虫、各種寄生原虫で発見
されているが、フォルニカータ生物群の
Giardia（ランブル鞭毛虫）、パラバサリア生
物群の Trichomonas（トリコモナス原虫）、
アーケアメーバ生物群の Entamoeba（赤痢
アメーバ）など寄生虫での研究が突出して進
展していた。その一方、機能縮退 mt をもつ
自由生活性生物が嫌気自然環境中に多数存
在することが明らかになりつつあった。つま
り「機能縮退 mt は、限定された生物系統が
もつ特殊な形質である」という認識を改める
必要性が生じていた。そこで、mt 関連オル
ガネラをもつ生物の系統的多様性を明らか
にし、寄生虫に偏らない独立した系統間で
mt 機能の縮退過程を比較研究することが、
mt の本質的機能とは何なのかを解明するう
えで極めて重要な知見を提供することに繋
がると考え、本研究の着想に至った。 
  
２．研究の目的 
 海外および国内の嫌気的水圏環境を調査
し、系統的に広範な新奇嫌気性真核微生物を
多数単離・培養し、それらの細胞構造と系統
的位置を解明することにより、①真核生物に
おける嫌気性生物種の多様性と、②機能縮退
mt（mt 関連オルガネラ  [Mitochondrion 
Related Organelles, MROs]）の進化過程を
明らかにすることを目的とした。 
 研究開始当初までに、マングローブ林の底
泥が嫌気環境になっており嫌気微生物の多
様性に富むことが明らかとなっていため、マ
ングローブ林を含めて、それぞれ特徴のある
嫌気的水圏環境をもつ地域として、①パラオ
共和国：海水湖およびマングローブ林、②フ
ィリピン共和国：海水湖およびマングローブ
林、③マレーシア：マングローブ林、POME
池（パーム油の抽出後の廃液溜め）、沼、ピ
ートランド（泥炭地）、④西表島のマングロ
ーブ林などを調査地として選定しサンプリ
ングを行うこととした。 
 
３．研究の方法 
 海外3か所（パラオ、フィリピン、マレー
シア）嫌気水圏環境および国内のさまざまな
嫌気水圏環境において採集したサンプルを
嫌気的に粗培養した。粗培養の前後で真核生
物を特異的に検出するための環境 DNA 解析
を行いその分布状況を調査した。粗培養によ
って生育してきた真核微生物種のうち、光顕
観察にて明らかに既知種とは考えられない
生物種を分離・培養株化した。株化できた生
物種について、リボソーム RNA の配列解析
を行い新奇なものであるかどうかを判断し
た。新奇と考えられるものに関してはさらに
詳細な光顕観察、走査型電顕観察、連続切片
による透過型電顕観察を行うことにより、詳
細な形態情報を取得した。また、株化できた
もののうち、真核生物系統樹上での多様性を
反映する観点から適切と考えられる生物種
を選び、トランスクリプトーム解析を行った。
得られたデータに基づき複数遺伝子による
分子系統解析を行った。以上の調査、実験、
データ解析の結果を総合し、嫌気性真核微生
物群の多様性の実態、系統進化の道筋を明ら
かにした。一方、トランスクリプトームデー
タに基づき MRO の機能に関連するタンパク
質を MRO を保持する既知生物種および新奇
培養株において探索し、系統樹を基盤として
MROの機能縮退進化の過程を推測した。 
 
４．研究成果 
(1) メタモナス生物群の系統関係と MRO
の縮退進化の解明 
 筑波大の本プロジェクトのグループとカ
ナダのダルハウジー大のグループを中心と
する5か国のグループの国際共同研究により、
典型的な mtをもたないもののみから構成さ
れるメタモナス生物群（フォルニカータ、パ
ラバサリア、プレアキソスティラを含む大系
統群）に属す 18生物種のトランスクリプト
ームデータをもとに大規模比較解析を行っ
た。対象とした 18種の中には筑波大のグル
ープが嫌気・微好気自然環境から単離・記載
したフォルニカータ生物3種（Aduncisulcus 
paluster, Kipferlia bialata, Dysnectes 
brevis）が含まれており、それらのトランス
クリプトームデータは本研究の開始以前に
得たものである。本研究では、データ解析の
部分を共同研究として実施した。まず、約150
遺伝子に基づく大規模分子系統解析の結果、
メタモナス生物群 18種の系統関係を高い解
像度で推測した。その系統樹とトランスクリ
プトームの遺伝子配列情報をもとに、MRO
への局在が予測されるタンパク質を比較解
析し、MRO 機能の縮退過程に関する知見を
得た。とくにフォルニカータ生物群の寄生虫
で、嫌気的 ATP合成も水素発生も行わず鉄・
硫黄クラスター合成のみを機能とする著し
く縮退したMROをもつGiardiaの分岐に至
るフォルニカータの進化過程で、MRO 機能
の段階的な縮退が起こったことを示唆する
ことができた（論文 4）。 
 一方、上述のメタモナスの系統樹において
Giardiaの分岐の直前に分岐した Dysnectes 
brevis およびさらに以前に分岐した 
Kipferlia bialata の2つのフォルニカータ生
物について以前の解析よりも大容量のトラ
ンスクリプトームデータおよびゲノムデー
タを得て、アセンプルと予備的な遺伝子アノ
テーション解析を行った。その結果、
Kipferlia の推定 MRO タンパク質のレパー
トリーは、フォルニカータ生物群の姉妹群で
あるパラバサリア生物群の寄生虫である
Trichomonas のそれとほぼ同様のものであ
ることが明らかとなり、Kipferliaの分岐後に
大幅な縮退が進んだものと考えられた。これ
らの結果を含め Kipferlia のデータについて
は自由生活性フォルニカータにおける初め
てのドラフトゲノムとして報告した（論文 1、
学会発表 6,12,13）。現在、Dysnectes に関す
るゲノム解析を進めている（学会発表 1）。  
 
(2) 自由生活性 Entamoeba の記載とゲノ
ム解析 
 Entamoeba 属はヒトの赤痢アメーバの病
原体（E. histolytica）を含む寄生性の生物か
らなる分類群である。本研究に先行するプロ
ジェクトのもとで行われた嫌気的水圏環境
調査において、マングローブ林から得られた
自由生活性の Entamoeba について微細構造
解析と生理学的性状の解析を行い、
Entamoeba marina として報告した（論文
9）。さらに、E. marinaと培地中から単離し
た-プロテオバクテリア Shewanella sp.と
の2者培養系を確立し、大容量のゲノムデー
タを得た。現在、アセンブルを終え遺伝子ア
ノテーション解析を進めている。 
 
(3) 新奇の嫌気・微好気性真核微生物の単
離と培養株化 
本研究のもとで行われた、パラオ、マレー
シア、国内数カ所の嫌気水圏環境調査におい
て、10種以上の新奇嫌気・微好気性真核微生
物を獲得することができた。これらの培養株
を用いて、微細構造解析、分子系統解析を順
次進めている。それらの中で、SRT213株は
ヘテロロボサ生物群に属する生物であり（学
会発表 3,4）、PAP020株はフォルニカータ生
物群の基部から分岐する生物である（学会発
表 9,10,11）ことが明らかとなっている。こ
れら2種はMROを保持していると考えられ
るため、現在、トランスクリプトームデータ
に基づき推定MROタンパク質を同定してい
る。 
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